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論 文 内 容 要 旨
雄動物 の配偶 子であ る精子の生産 は,複 雑 な内分泌支 配を受 けて いることが知 られてい る。
蟹!インヒビン"は
,そ れ ら支配因子の一 つと して,1932年,McCullaghによ って提起された精
巣由来の水溶性物質 であ る。 しか し,以 後半 世紀近 くもの間,イ ン ヒビンに関す る研 究は全 くと
言 って よい程行われず,1970年 代前半 に ラジォ ィムノ ァ ッセ ィにょ って血 中性 ホル モン濃度が
測定 され始 めてか ら,再 びと りあげ られ るよ うにな った。その頃 には,イ ンヒ ビンの作用は,下
垂体か らのFSH分 泌 を選択 的に抑制 す るもの と考 え られ るよ うにな っていた。1980年代 に入 る
頃 には,人 や 家畜精漿,家 畜精巣網 液および精巣抽 出物か らイン ヒビ.ン活性物 質が単 離 され始め,
しヒ 　
その存在が確認されてきたが,存在意義 については依然 として 仮説 の域を出なかった。
下垂体前葉から分泌され るFSHは,雄動物における精子生産 雌動物における卵子生産に大き
くかかわ っているゴナ ドトロピンである。 インヒビンが,このFSH分泌の抑制因子として重要な
役割を果た しているならば,雌雄動物において,FSH分泌を介 して 配偶子生産 に関与している
ことになり,畜産学的見地からも,その応用に大きな期待が持たれる。 しか しながら,雄家畜の
インヒビンについては体系的な研究が少なく,特 に雄ヤギでは全く知見が得 られていなかった。
本研究は,以 上のような背景のもとに,ヤ ギを中心に家畜精漿 中インヒビン活性 について,
その生物学的および理化学的特性について検討 したものである。
1.ヤ ギ精漿 中の イ ンヒビン活性 の存在 と特性1異 な る3種 類
の ア ッセ イを用いて
インヒビンの生物学的および理化学的特性が十分に解明されていない現在,1種 類だけのバイ
ォァッセイによって インヒビンの研究を行うことは危険を伴う。 したが って,代 表的な3種 類の
バィオァッセィについて方法を確立 し,それ らを用いてヤギ精漿中の インヒビン活性の特徴を検
索 し,以下の結果を得た。
1)成熟雄去勢 ラットに,ヤ ギ精漿を腹腔内投与 したところ,血 中FSH濃度を選択的 に抑 制
した。その活性物質は,透 析膜を通過 しないような大 きな分子量を持ち,熱 に不安定であった
(Table1-1)0
2)未成熟雌マウスの,hCGによる子宮重量の増加に対する試料投与による抑制によって活性
を測定するinvivoアッセイ(マ ウス子宮重量法)を 用いて,ヤ ギ,牛,豚 精漿および牛卵胞液
の粗蛋白分画の活性を比較した結果,各 試料は投与量に依存 した類似の抑制活性を示 した(Fig.
1-1)0
3)未成熟雄マウス下垂体の,LH-RH添加による培養液中へのFSHとLH放出に対す る検
体の抑制活性を測定するinvitroアッセィ(マ ウス下垂体 インキュベーション法)を 用いて,上
述の各試料の活性を比較 した。その結果,各 試料は投与量に依存 した,ほ ぼ同様なFSH放 出 に
対する抑制活性を示 した(Fig.1-2)。さらに,本 アッセィを用いて,各試料の限外ろ過分画
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について,活 性の所在を検索 した結.果.,主に分子.量10,000-30,000の分画 に活性が認 め られ た
(Table1二2,3)。.また;各 試料 中の活性 は1熱 処理(100℃,.5分間)1.に.より消 失 した。
4)以 上 の結 果か ら,ヤ ギ精漿 中.には イぞヒビン活性 が存 在 し,そ の活性物質は,牛 精漿中な
どに見 られ る.もの と本質的 に同 じ生物学 的および理 化学 的特 性を持つ ことが示唆 された。
2.ヤ ギ精 漿 中.イン ヒドン活性 の由来 と出現
人や牛では,精漿中のインヒビン活性の出現に,副生殖腺がかかわっている可能性が示されて
いる。そこで,ヤ ギ精漿中インヒビン活性物質の由来と出現の機構について検索し,以下の結果
を得た。
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3)invitroアッセイを用いて,ヤ ギ精 巣 と精漿の限外 ろ過 分 画 につ いて活 性 の 所 在 を検 索
した結 果,両 試料の分子量10,000-30,000の分画 に活性が認め られた(Table2-2)。両試
料中の活性 は,熱 処 理(100℃,5分 間)に よ り消失 した。
4)invitroアッセ イを用いて,ヤ ギ精 巣網 液,精 巣上体頭部 と尾部液およ び精漿中の活性の
強 さを比較 した結果,精 漿中の活性は,他 の体液 に比べて30-40%と弱か った(Table2-3)。
5)以 上の結 果か ら,ヤ ギ精漿 中の活性物質は精巣 に由来す るもので,精 巣網濠 によって精巣
上体頭部 に運 ばれ,そ こで吸収を免れた ものが精巣上体尾部 を通 り,射 精時 に副生殖腺液 と混合
して精 液中に出現す るもの と推察 された。
Table2-3.Relativeinhibinactivity(mean#s.e.m.)
ofseminalplasma,retetestisfluidandcaputand
caudaepididymalplasmafrom3maturemalegoats
invitro
Fluids Relativeinhibinactivity
Seminalplasma
Retetestisfluid
Caputepididymalplasma
Caudaepididymalplasma
1.00
3.43tO.24
2.66ｱ0.48
2.36ｱ0.19
3.雄 ヤギにおけ る精漿 中 イン ヒビン活性,精 液性状,血 中FSH,
LHおよびテ ス トステ ロン濃度 の季節 的変動
ヤギ精漿中の イン ヒビン活性は,精 巣の インヒビン生産 ・分泌機能 を反映 す るもの と考 え,内
分 泌的季節変動が知 られて いる雄ヤギにおい て,精 漿 中 インヒビン活性,精 液性状,血 中FSH,
LHお よび テス トステ ロン濃度 を年間を通 して観察 し,以下の 結果を得た。
1)5頭 の雄 ヤギを用 いて,FSH,LHお よびテス トステ ロンの血 中濃度,精 漿 中 イン ヒビ ン
活性 および 精 液 性 状 に つ い て10か月間 にわた って観 察 した結果,日 長 が短 日性 に変 わ って約1
か月後(夏)に 血 中 の各 ホルモ ン濃 度 は急 上 昇 した。その後,FSHとLH濃 度 は秋 には基底値
に戻 ったが,テ ス トス テロン濃度 は 冬 まで 高 値 を 維 持 し,11月末 に基底値 に下が った(Fig.
3-1)0
2)精 漿 中 イン ヒビン活性は,春 か ら夏 にか けて上昇 し,秋 に減少 した(Figl3-1)。 血 中
FSH濃度 と精漿 中 インヒビ ン活性の間には正の相関が認 められ た。 また,精 子濃度 と精漿 中 イ
ンヒビン活性の間 にも正の相関が見 られた。'
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3)以上の知見が,雄 ヤギにおける各因子の典型的な季節的変動であるかどうかを確認するた
めに,さ らに詳細な鯉 察を行った。その結果,血 中FSHとテストステロン濃度および精漿中イン
ヒビィ活性については,前 年度の変動傾向を再観察 した。血中LH濃度については,各 季節 ごと
に6時間,20分おきの採血によるパルス状分泌を観察 し,そあ分泌は夏に最;も活発であり,秋 に
はパルスの頻度は多いが振幅は小 さく,冬には不活化することを認めた(Fig。3-2)。
一112一
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
【、
?
?
16
14
12
to
'
'
,'●嚇、'、
、
、
、
、
、
、
、,'ノ'
、 ♂、
'
、簡,'
?
【?
?
?
?
?
?
」
3
z
?
?
zo
??
?
?
??
?
」
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
A M
4
JJA S 0 N DJF
,」⊥ 〈～ノ.
一 一 一 一
凹AYJULYSEP閥OV
.ハ、
ぴ川 も'～
?
?
?
?
?
「
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
、
、
?
?
?
??
?
、
?
、
?
?
?
?
?。
?
?
?
?
?
ll
l&砥b、
～一
JAN
、
?
、
凹
bd㌔ン" 廟
?
?
?
?
?
?
?
??
?
??
、
?
?
》
?
?
?
z
0??
??
?
?
?
?
?
「
?
」
、
?
?
?
?
?
?
?
?
?
一
??
?
?
??
?
??
?」
?
?
?
?
?
?
?
?
」
?
?
?
3
2
1
A MJ J ASO ND J F M
Fig.3-2.ChangesintheserumconcentrationsofFSfiandtestosterone,
lnhibinactivitylneeminalplasmaandspermconcentrationinoneadultmale
goat(Nativebreed),sampledtwicemonthlyforayear.SerumLliconcentration
188hown.asa8hort-termchange8ba8edon8erlalbloodcollectlonat・20-mlnute
intervalsfor6hin5differentmonthsofayear.Thechangeinthedaylight
lengthatSendai(38.15'N)iealsoshown.
一113一
4)精液性状が明らかに異常な雄ヤギ1頭 について同様の観察を行 ったところ,血 中の各ホ
ルモン濃度の変動は,正常個体のそれとは異なり,最 も分泌が活発であるはずの夏 には不活化
の頃向を示した。また,精 漿中インヒビン活性 と精子奇形率との間には負の相関が,運 動精子率
および精子運動指数との間には正の相関が認め られた。
5)以上の結果か ら,血中FSH濃度 と精漿中 インヒビン活性は夏に上昇 し,秋に減少すること
が明らかになり,夏か ら秋にかけて,FSH一インヒビンのフィードバック機構の作動が示唆され
た。また,正 常域をはずれた精液性状と精漿中インヒビン活性の間にも相関が見 ら礼 精子の形
成 ・輸送機構におけるインヒビンの関与が示唆された。
4.ヤ ギ精巣性 インヒビン活性物質の理化学的性状
・ ヤギ精漿 中 イン ヒビン活性物質 の由来器官で あ る精巣か ら,invitroアッセイを用 いて イ ンヒ
ビン活性物質の精製 を試 みた。
1)ヤ ギ精巣抽 出物 のエタノール沈殿分画 か ら,限 外 ろ過,ア フィニテ ィー ・クロマ トグラフ
ィー(MatrexGelRedA)お よび イオ ン交換 ク ロマ トグ ララィー(MonoQ)を 用いて精製
を行 い(Fig.4-1),SDS-PAGEに よ りその分子量を推定 した結果,約14,000であること
Coattesticularhomogenate(inO.01MPBS)
一
PrecipitateSupernate
i
Ethanolextracts(B6%v/v)
一S
upernatePceclpitate
i
Dissolvedwithdistilledwater
Il
Ultrafiltration
(10,000～剛 く100,000}
量
Affinitychromatography(MatrixGelRed-A)
124
0.15MO.25MO.4MIMKC18MUree
KCIKCIKCIIMUrea1脚l
FPLC(MonoQwithoutUrea)一
12345
i
FPLC(Mon。Qwlth川 一Urea)一
1234
14KDaproteinwithinhibinactivity
Fig.4-1.Adiagramofpurificationforaproteinwithinhibin
activityfromthegoattestes.
一114一
が 示された(Fig.4-2)。 しか し;60,0.00と72,000の可能性 も残 された。
2)本 活性物 質 は,invitroアッセイにおいてLH-RHに よ るFSH放 出を抑制 したが,.
LH放 出の抑舗活.性もみ られた(Fig。4-3)。
3)以 上の結果か らiヤ ギ精巣性 イン.ヒビン活性 物質の推定 分子量 は約14,000であ る可能性
が示 され た。
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5.雄牛 における外因性Gn-RH:によるFSHとLH放 出に
及ぼす牛精漿抽出物投与の影響
家畜精漿中 にイン ヒビン活性が存在す る ことは明 らかで あるが,同 種 ・同性動物 における作用
にっいての知見は全 く知 られて いない。そこで,牛 精漿 を用 いて 雄牛にお ける本作 用の実証を試
み,以 下 の結果 を得 た。
1)6か 月 齢 雄 子牛 に牛 精 漿抽 出 物(1.8g),ま たはその熱処理材料 を,頸 静脈 カニュー
レより3時 間 にわ たって注入 し,注 入終了直後 にGn-RH(20μg)を ヵニュー レよ り投 与 した。
その結 果,FSHお よびLHの 放 出に対す る影響 については両区間で差がみ られ なか った(Table
5-1)a
2)6か 月齢去勢雄子牛 に,同 一 の処理 を行 った ところ,牛 精漿抽 出物投与群 では,熱 処 理群
に比べ て明 らかなFSH放 出の抑制が 見 られた(Fig.5-1)。 しか し,LH放 出には差が認め
られなか った(Fig.5-2,Table5-1)。
3)以 上 の結果 よ り,牛 精 漿 抽 出 物 中 には,去 勢雄子牛 においてGn-RHに よ るFSH放 出
を抑制す る熱不安定物質(イ ンヒビン)が 存在す る ことが明 らかにな った。
Table5-1.ThepeakheightandthesecretionrateofFSHandLHinducedbyasingle
injectionofGn-RH(20㎎)after3-hinfusiQnofanethanolicextractofBSPand
heatedトBSPequivalentto3GmlBSPlnin七ac七andcastrat:edbuユ1s(mean±s.e。m。 、n置4)
Peakheight(ng/ml) Secretionrate(ng/mi/rnin)a
InfLisateFSH LH FSH LH
Intac七
h-BSPb78.6t15.6125.9ｱ11.3
BSP61.3｢10.4115.6ｱ17.0
52.0ｱ9.556.5ｱ8.3
46.5圭「8.27工 。O士10.9
h-BSP261.4ｱ9.1141.2ｱ41.O
Castrated
BSP188.8土7.7骨 骨139.0圭44.5
209.2ｱ14.581.1ｱ23.7
163.3ｱ9.1*75.7ｱ24.2
aValuesarein七egratedしnderho㎜ ◎neprc)fllesforthe2。5hperiodfo】Llσwj,ngGn-RH
inftision,
bHeated-BSP.
脅PくO .05and'脅 骨Pく0.001=slgnlficantlylower七hanheatedトBSPgrQしp.
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tionofGn-RH(20Ng)after3-hinfusion(hatchedbar)ofanethanolic
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Fig.5-2.ConcentrationofserumLHovera14-hperiodinlong-termcastrated
bulls(mean±s.e.m.,n34)wlthasingleinjectionofGn-RH(20♪ 」g)after3-hユnfu-
5ion(hatchedbar)ofane七hanoユicextractofBSP(o一 一〇)andheated-BSP(● 一 ●)equivalent
to30mlBSP.
以上,本 研'究では,ヤ ギを中心に家畜精漿中のインヒビン活性の生物学的および理化学的特性
を検索し,新知見を加えた。すなわち,ヤ ギ精漿中における活性の出現過程 と季節的変動の存在
を初めて示 し,また,ヤ ギ精巣性インヒビン活性物質の分子量についても推定値を提示 した。さ
らに,家 畜精漿中のインヒビン活性について,同 種.・同性動物における作用を,牛 を用いて実証
した。これ らの成果は,これまでの家畜精漿中 インヒビン活性についての解釈を大きく前進させ
たものと考える。
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審 査 結 果 の 要 旨
インヒビンは,下 垂体の性腺刺激ホルモソのうち,:FSH(卵胞刺激ホルモン)分泌を選択的
に抑制する因子として注目されてお り,最近は特に卵胞液を主材料とした研究が進展 している。
雄動物では精巣や精液中に活性が見いだされてきたが,雌 動物に比べて全般に知見が少ない。本
研究は,ヤギを中心とした家畜の精漿中インヒビン活性について,生 物学的および理化学的特性
をしらべたものである。
インヒビンはまだR工Aに よる測定ができないので3種類のバイオアヅセイを用いてしらべた
結果,ヤ ギ精漿中にも牛精漿や牛卵胞液中のものと同様な性質をもつ活性物質の存在を見いだ し
た。また,ヤ ギ精漿中のインヒビン活性物質の由来をしらべた結果,精 巣中には本質的に精漿中
と同性質の活性が見いだされたが,副生殖腺には見いだせなかった。
精漿中のインヒビン活性の季節的消長については,夏 に上昇 し,秋に減少する変化が見 られた。
これは,血中:FSH濃度の変化とほぼ同じ傾向を示すものであった。
ヤギ精巣を材料としてインヒビン活性物質の精製を行い,分子量がほぼ14,000であることを推
定し得る結果を得た。
最:後に,牛精漿抽出物を用い,同種,同 性動物における生物学的作用の実証試験を行 った。そ
の結果,牛 精漿抽出物中には去勢雄子牛において明らかにGn-RHに よるFSH放 出を抑制す
る物質が存在することを見いだした。
以上,本 論文はヤギを中心 とした家畜精漿中のインヒビン活性についての研究成果を示したも
のであり,家畜繁殖学に貢献す るところが大きく,審査員一同,農学博土の学位を授与するに値
すると判定した。
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